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１．緒言  
 甘草は全漢方処方の約 70%に配合される重要な生薬である 1 )。甘
草には多種のフラボノイドをはじめとする 500 種以上の成分が同定
されているが、薬理活性から見るとトリテルペノイドのグリチルリ








されている 2 ,9 -11 )。  
 以上のように大量の甘草を消費しているため、産地による品質の
変動も大きい 1 2 ,1 3 )。このため日本薬局方では甘草品種は Glycyrrhiza 
uralensis  Fisher と G. glabra  Linne（Leguminosae）の 2 種で、グリチ
ルリチン含量は 2.5%以上と規定している 1 4 )。一般に HPLC（高速液
体クロマトグラフィー）を用いてグリチルリチンを定量分析してい
る 1 5 -2 0 )。  
 このように多くの甘草が消費され、膨大なサンプル中のグリチル






が作製され、本 MAb を用いた高感度分析法である Enzyme- linked 
immunosorbent  assay（ELISA）法が確立されている 2 1 )。また、甘草に
含まれる 500 種におよぶ多数の成分の中からグリチルリチンのみを
発色できる新しい検出法が見出され、イースタンブロッティングと
命名された 2 1 ,2 2）。さらに定量分析を可能とする新しいイースタンブ






ることが証明されている 2 4 )。また、グリチルリチンのみを除去した
エキスは、グリチルリチンノックアウトエキスと命名され、本エキ
スの活性を元の甘草エキスと比較することで抗炎症に関する活性評















も応用されている 2 7 -3 1 )。その場合、低分子化合物は免疫原性を有す
る高分子化合物との複合体を調製し、これを抗原とする必要がある。
図 1 に示す通りグリチルリチンのグルクロン酸部分を過ヨウ素酸ナ




れた 2 1 )。複合体中のグリチルリチンの結合数は MALDI- tof MS を用
いて測定され 3 2 )、ハプテン数は 5 個と求められ、免疫原になり得る








図 2 MALDI-tof MS によるグリチルリチン－BSA の分析 
 





合が行われ 2 6 )、抗グリチルリチン MAb を産生する 4 種類のハイブリ
ドーマ細胞を樹立し、その中でも MAb-5A8 と称する株がグリチルリ
チンに最も特異的な抗体を産生することを確認し、各種免疫化学的
測定法への応用が行われた（表 1）。  
 
 
表 1 抗グリチルリチン MAb の交差反応性 
図 3 グリチルリチンの検量線 
 
３．競合的 ELISA の開発  









チルリチンの定量方法であることが検証できた 3 3 )。  





ウエスタンブロッティングが繁用されている 3 4 )。しかしながらグリ
チルリチンのような配糖体に対しては分離能が低いため、通常のゲ
ル等は用いられず、分離能の優れた薄層クロマト（ TLC）を用いるの








定量分析するという方法論である 3 5 -3 9 )。また酵素標識二次抗体や基
質の色を変えることで 2 重、3 重抗体染色が可能であり、複数の生薬
が含まれる漢方薬中の多数の薬用成分を同時にビジュアル的に分析








2 3 )。  
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図 4 新規イースタンブロッティングの概略図 
 
 
図 5 新規イースタンブロッティングによる甘草及び漢方薬中の 
グリチルリチンの分析 
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れ、選択性の低い多段階方法に比べて大幅な時間の節約ができる 2 4 ,  
4 3 ,  4 4 )。アフィニティークロマトグラフィーには濃縮効果があり、大
量の試料も容易に処理することができる。  
 作製した抗グリチルリチン MAb をアガロースゲルに結合し、抗体
装着アフィニティーゲルを調製、カラムに充填しアフィニティーカ






















ている 2 -6 )。また甘草に含まれるフラボノイド類にも抗炎症や抗腫瘍







リチンの作用機構の解析が行われた 2 5 )。  
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図 7 TLC（A）及び新規イースタンブロッティング（B） 
  によるグリチルリチンノックアウトエキスの確認 
 
 
 RAW264 細胞において、甘草エキスはリポ多糖（ Lipopo lysacchar ide:  






れた（図 6）。図 7 は得られたグリチルリチンノックアウトエキスを
TLC と新規イースタンブロッティングにより分析した結果である。
グリチルリチンノックアウトエキスにおいては NO および iNOS 発現
抑制効果は弱まり、グリチルリチンノックアウトエキスにグリチル
リチンを添加するとその効果は回復した（図 8）。さらに、抗グリチ
ルリチン MAb を用いた ELISA および免疫蛍光染色により、グリチル
リチンは時間依存的に細胞内に取り込まれ、細胞質内に存在してい
ることが明らかとなった（図 9）。  
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図 8 マクロファージ様細胞におけるグリチルリチン KO エキスの  
LPS 誘導性 NO 産生及び iNOS 蛋白質発現抑制効果  
 
 






P 0.05, P 0.01, P 0.001








2nd  Antibody (not using Anti-GC MAb)
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